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Določevanje fenolnih kislin v aerosolnih delcih s kapilarno elektroforezo 
Povzetek: Kapilarna elektroforeza je zelo uporabna analizna metoda za ločevanje nabitih 
zvrsti. V diplomskem delu sem preverila njeno uporabnost za določanje fenolnih kislin v 
aerosolnih delcih. Z optimizacijo metode sem uspešno ločila 5 fenolnih kislin: 3,5-
dihidroksibenzojsko kislino, 2,4-dihidroksibenzojsko kislino, 4-hidroksibenzojsko 
kislino, vanilinsko kislino in para-kumarinsko kislino. Ugotovljena je bila dobra 
ponovljivost migracijskih časov in slabša ponovljivost površin elektroforetskih vrhov. Iz 
izdelanih umeritvenih premic z dobro linearnostjo sem z metodo linearne regresije 
določila vrednosti meje zaznavnosti in meje določitve, ki sta bili višji od pričakovanih. 
Vzorec sem pripravila z raztapljanjem aerosolnih delcev z vzorčevalnikov v vodi in s 
koncentriranjem z mikroekstrakcijo z votlimi vlakni. Koncentracije fenolnih kislin iz 
vzorca so bile pod mejo zaznave razvite metode. Potrebna bi bila še optimizacija metode 
ekstrakcije vzorca in uporaba bolj občutljive detekcije. 
Ključne besede: kapilarna elektroforeza, fenolne kisline, aerosolni delci 
 
Determination of phenolic acids in aerosol particles with capillary electrophoresis 
Abstract: Capillary electrophoresis is a very useful analytical method for separating 
charged species. In my thesis I tested the applicability of this method for the determination 
of phenolic acids in aerosol particles. By optimizing the methods I succeeded in 
separating 5 phenolic acids: 3,5-dihydroxybenzoic acid, 2,4-dihydroxybenzoic acid, 4-
hydroxybenzoic acid, vanillic acid and para-cumaric acid. The repetability of the 
migration times was good, whereas the repetability of peaks surface was not so good. 
From the generated calibration lines with satisfactory linearity I obtained the values of 
the detection limit and the limits of determination with the linear regression method, 
which were higher than expected. The sample was prepared by dissolving aerosol 
particles from samplers in water and concentrating by hollow fiber microextraction. The 
concentrations of phenolic acids from the sample were below the detection limit of the 
developed method. It would also be necessary to optimize the sample extraction method 
and use a more sensitive detection. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
CE kapilarna elektroforeza (angl. Capillary electrophoresis) 
EOF elektroosmotski tok (angl. Electroosmotic flow) 
HFME mikroekstrakcija z votlimi vlakni (angl. Hollow fibre microextraction) 
RSD relativni standardni odmik (angl. Relative standard deviation) 
CV koeficient variacije (angl. Coefficient of variation) 
LOD meja zaznavnosti (angl. Limit of detection) 
LOQ meja določitve (angl. Limit of quantification) 
2,4-HB 2,4-dihidroksibenzojska kislina 
3,5-HB 3,5-dihidroksibenzojska kislina 
4-HB 4-hidroksibenzojska kislina 
p-COU para-kumarinska kislina 
VAN vanilinska kislina 
OF obogatitveni faktor 
 




Elektroforezo je kot tehniko ločevanja Tiselius uvedel leta 1937. S postavitvijo 
beljakovinskih mešanic med pufrskimi raztopinami v kapilari in z uporabo električnega 
polja je ugotovil, da vzorčne komponente migrirajo v smeri in s hitrostjo, določeno z 
njihovim nabojem in mobilnostjo. Skozi desetletja do danes se je tehnika ločevanja s CE 
razvila in se uporablja na številnih področjih, kot so farmacevtska, forenzična, klinična, 
živilska, okoljska, kemijska in biokemijska analiza [1]. 
1.1 Osnove elektroforeze 
Elektroforeza je definirana kot premik ionov zaradi privlaka ali odboja v električnem 
polju. Separacija molekul je odvisna od njihovih hitrosti gibanja (v) v električnem polju 
(E).  
𝑣 =  𝜇 𝐸                                                  Enačba 1 
μ – elektroforetska mobilnost 
Električno polje je kvocient aplicirane napetosti in dolžine kapilare, elektroforetski 
mobilnosti iona in medija pa sta konstantni in karakteristični za ta ion. Mobilnost je 
določena z električno silo (FE), ki deluje na ione, in je uravnotežena s silo upora (FU). 
FE = q E                                                  Enačba 2 
                     FU = – 6 π η r v                                            Enačba 3 
q – naboj iona 
η – viskoznost raztopine 
r – radij iona 
v – hitrost iona 
Na začetku apliciranja električne sile sta ti sili za kratek čas izenačeni, a nasprotni: 
𝑞 𝐸 = 6 𝜋 𝜂 𝑟 𝑣                                           Enačba 4 
Če enačbo 4 vstavimo v enačbo 1 dobimo sledečo enačbo, ki opisuje mobilnost iona: 
𝜇(𝑒) =  
𝑞
6 𝜋 𝜂 𝑟
                                           Enačba 5 
Iz enačbe 5 je razvidno, da imajo majhni, bolj nabiti ioni večjo mobilnost kot veliki, manj 
nabiti ioni. Elektroforetska mobilnost, ki jo najdemo v standardnih tabelah, je fizikalna 
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konstanta, definirana pri popolni ionizaciji analita (αi = 1). V resnici ta odstopa od 
eksperimentalne vrednosti, kar imenujemo efektivna mobilnost: 
𝜇(𝑒𝑓𝑓) =  𝛼(𝑖) 𝜇(𝑒)                                          Enačba 6 
α – stopnja ionizacije 
Stopnja ionizacije je močno odvisna od pH in sestave delovnega pufra [1]. 
1.2 Elektroosmotski tok in migracijski čas 
Elektroosmotski tok je posledica nabite notranjosti kapilare. Kapilara je iz kremenčevega 
stekla in je v anionski obliki. Za EOF potrebujemo ionizirane silanolne skupine, katerih 
pKa je ocenjen na 4. Nad pH 4 postane elektroosmotski tok signifikanten. Negativno 
nabite silanolne skupine in kationi tvorijo difuzivni dvosloj in ustvarijo potencialno 
razliko zelo blizu stene, kar imenujemo zeta potencial. Ko je kapilara priključena na 
napetost, katoda privlači katione. Ker so kationi raztopljeni, njihovo premikanje povleče 





· 𝐸                                            Enačba 7 
𝜇(𝐸𝑂𝐹) =  
𝜀·𝜁
𝜂
                                               Enačba 8 
v(EOF) – hitrost EOF 
μ(EOF) – mobilnost EOF 
ζ – zeta potencial 
ε – dielektrična konstanta raztopine 
η – viskoznost raztopine 
Elektroosmotski tok lahko uravnavamo z več parametri, ki vplivajo na naboj notranje 
površine kapilare in viskoznost pufra – električnim poljem, pH-jem pufra, koncentracijo 
oz. ionsko močjo pufra, temperaturo, raznimi dodatki in modifikatorji. Hitrost EOF se 
veča sorazmerno z električnim poljem, kot lahko vidimo iz enačbe 7. Pri višjih pH, kjer 
so silanolne skupine v večini deprotonirane, je hitrost EOF večja, pri nižjih pH, kjer so v 
večini protonirane, pa manjša. Velik vpliv ima tudi ionska moč pufra, saj se z naraščajočo 
ionsko močjo zmanjša debelina dvoplasti ob notranji steni kapilare, s tem pa se zmanjša 
zeta potencial in prav tako hitrost EOF. EOF se lahko nadzira tudi s pomočjo pufrskih 
aditivov ali s kovalentnimi prevlekami. Te lahko povečajo, zmanjšajo ali obrnejo naboj 
na notranji površini kapilare in s tem tudi EOF. 
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Prednost EOF je čepast hitrostni profil, ki je posledica enakomerno razporejene električne 
sile vzdolž kapilare, zaradi česar je hitrost skoraj enakomerna po celotni kapilari. Z 
vzpostavljanjem električnega polja v gibanje prisilimo nabito dvoplast in s tem celoten 
volumen kapilare. Profil pri tekočinski in plinski kromatografiji je zaradi strižnih sil na 
steni paraboličen. S čepastim profilom pa dobimo veliko ožje vrhove, zaradi česar je tudi 
boljša ločljivost. 
Poleg čepastega profila je zelo dobra lastnost EOF tudi ta, da povzroči premikanje skoraj 
vseh zvrsti, ne glede na naboj, v isto smer. Običajno (pri negativno nabiti notranjosti 
kapilare) je smer toka od pozitivno nabite anode proti negativno nabiti katodi. Ob 
priključitvi električnega polja se kationi zaradi privlaka katode gibljejo najhitreje. Zaradi 
EOF za njimi pripotujejo tudi vse nevtralne spojine, ki se med sabo ne ločijo, 
najpočasnejši pa so anioni, ki zaostajajo zaradi privlaka z anodo [1]. 
V nadaljevanju je vredno omeniti nekatere vzroke za širjenje ločenih con. Med te spadajo: 
longitudinalna difuzija, adsorbcija vzorca (interakcija vzorca s steno povzroča repe za 
vrhovi), neenaka prevodnost pufra (če je prevodnost vzorca večja od pufra se pojavijo 
repi pred vrhovi in obratno), dolžina injiciranja in toplota. Toplota se sprošča zaradi 
Joulove toplote, ki nastane zaradi prehoda električnega toka skozi vodnik. Ta je večja pri 
višjih električnih tokih. Pri nezadostnem hlajenju kapilare lahko nastanejo zračni 
mehurčki v kapilari, kar pa privede do prekinitve električnega toka. Ionske mobilnosti, 
migracijski časi in električni tok so odvisni od viskoznosti, ta pa od temperature. 
Viskoznost se z višanjem temperature zmanjšuje, zaradi česar se povečuje mobilnost in s 
tem zmanjšuje upornost. Hkrati zmanjšanje viskoznosti povzroči še nadaljnje povečanje 
toka in sproščanje toplote. Ko sproščanje toplote prevlada, se ustvari temperaturni 
gradient znotraj kapilare. To pomeni, da je temperatura na sredini je višja kot ob stenah, 
zaradi česar je viskoznost na sredini nižja kot ob stenah in posledično ioni na sredini 
kapilare potujejo hitreje kot tisti ob stenah. To povzroči dodatno širjenje con. Zelo je torej 
pomemben regulacijski sistem, ki omogoča konstantno temperaturo okolice kapilare. 
Odvajanje toplote je uspešnejše pri velikem razmerju med površino in volumnom kapilare 
[2]. 
Migracijski čas je čas, ki ga spojina potrebuje do točke detekcije in se ga izračuna iz 
enačbe: 






                                       Enačba 9 
μ(a) = μ(e) + μ(o) – mobilnost analita 
μ(e) – elektroforetska mobilnost 
μ(o) – elektroosmotska mobilnost 
V – aplicirana napetost 
l – efektivna dolžina kapilare (od točke injiciranja do detektorja) 
L – celotna dolžina kapilare 
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t(a) – migracijski čas (analitskega iona) 
E – električno polje 
Poznavanje obeh dolžin je pomembno, saj je migracijski čas analitskega iona in  njegova 
hitrost definirana z efektivno dolžino, medtem ko je električno polje definirano s celotno 
dolžino [1]. 
1.3 Sistem za kapilarno elektroforezo 
Sistem za CE je sestavljena iz dveh rezervoarjev s pufrom, elektrod anoda in katoda, 
kapilare, vira visoke napetosti in detektorja (slika 1) [2]. 
 
Slika 1: Shema sistema za kapilarno elektroforezo [2] 
1.3.1 Vir visoke napetosti 
Uporabljajo se viri napetosti, ki so nastavljivi v območju –30 do +30 kV. Pri modernejših 
instrumentih je možna tudi nastavitev gradienta napetosti. Tok skozi pufer je odvisen od 
priključene napetosti, koncentracije pufra, vrste pufra, dolžine kapilare in notranjega 
premera kapilare. Običajno ne preseže 200 μA [2].  
1.3.2 Kapilare 
Danes se uporabljajo večinoma kapilare iz kremenčevega stekla, ker imajo ugodno 
prepustnost za UV-svetlobo, so obstojne v širokem območju pH, inertne do vzorca, 
ugodne za ustvarjanje elektroosmotskega toka in so ugodne tudi za odvajanje sproščene 
toplote preko sten. Običajni notranji premeri so od 25 do 100 μm, dolžine pa do 1 m. Na 
zunanji steni so za večjo mehansko obstojnost prevlečene s poliamidno zaščito, ki je na 
detekcijskem delu odstranjena in tako lahko kapilara služi kot detekcijska celica. Za 
povečanje občutljivosti se lahko uporabi celico Z, kapilaro s pravokotnim presekom, 
celico z večkratnim odbojem in celico v obliki mehurčka (angl. “bubble cell”). 
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Kapilare so lahko pred-obdelane ali ne-obdelane. Pri ne-obdelanih je prisoten problem 
adsorpcije zvrsti vzorca v srednjem območju pH na stene kapilare. Adsorbirani delci iz 
vzorca ustvarijo električno dvojno plast in spremenijo elektroosmotski tok, zaradi česar 
je ta neponovljiv in prav tako so neponovljive ločbe. Adsorpcija lahko povzroči vrhove z 
repi in posledično poslabšanje ločbe. Lahko pa se kapilare pred-obdela tako, da vežemo 
na steno kapilare različne polimere, ki preprečijo adsorpcijo delcev vzorca na steno. To 
lahko storimo na dva načina, in sicer z zaščito pred polarnimi interakcijami (neionske 
zaščite, npr.: multiceluloza, maltoza) in zaščito, ki povzroči odboj med steno in vzorcem 
(ionske zaščite, npr.: poliakrilamid, polivinil alkohol, aril pentafluor, polietilenimin).  
Steno kapilare lahko dinamično modificiramo tako, da v pufer dodamo komponente, ki 
se vežejo na steno in spremenijo njene lastnosti, kot je na primer smer elektroosmotskega 
toka. Obrat smeri elektroosmotskega toka uporabljamo pri analizi majhnih anorganskih 
anionov (klorid, fluorid, sulfat, nitrat, nitrit, itd.) in organskih anionov (formiat, acetat, 
sulfonske kisline, butirat, itd.), ker je sicer njihova elektroforetska mobilnost proti anodi 
na strani injiciranja veliko večja kot elektroosmotska mobilnost pufra proti katodi na 
detektorski strani. Ena od možnosti je tudi, da samo spremenimo polariteto na elektrodah. 
To je uporabno tudi za hitre anorganske anione, npr. cianidni kompleksi [2]. 
1.3.3 Injiciranje 
Uporabljata se hidrodinamsko in elektrokinetično injiciranje. Pri hidrodinamskem 
injiciranju vnesemo vzorec kapilare s pomočjo tlačne razlike. Ta vnos je neselektiven. Pri 
tem se lahko uporabi princip natege, podtlak na detektorski strani kapilare ali pa nadtlak 
na strani vzorca. Količino vnosa kontroliramo z višino in časom dviga. Za ponovljivost 
je pomembna dobra kontrola temperature in hiter ter ponovljiv dvig posodice z vzorcem. 
Čas injiciranja ima velik vpliv na RSD, še posebno pri uporabljenem podtlaku ali 
nadtlaku. Pri krajših časih injiciranja je napaka večja. Enačba za volumen injiciranega 
vzorca se glasi: 
 𝑉 =  
𝜋·𝑟^4
8·𝜂·𝐿
· 𝛥𝑝 · 𝑡                                          Enačba 10 
V – volumen injiciranega vzorca 
r – premer kapilare 
η – dinamična viskoznost raztopine vzorca 
L – dolžina kapilare 
Δp – tlačna razlika 
t – čas injiciranja 
Pri elektrokinetičnem injiciranju priključimo električno napetost. Do vnosa vzorca v 
kapilaro pride zaradi vpliva elektroforeze na ione in vnosa raztopine vzorca zaradi 
elektroosmoze. Enačba za volumen injiciranega vzorca: 
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𝑉 =  
(𝜇(𝑒)+𝜇(𝑜))·𝜋·𝑟^2
𝐿
· 𝑡 · 𝑈                                 Enačba 11 
U – priključena napetost 
Dva dejavnika vplivata na količino vnešenega vzorca: elektroforetska mobilnost 
komponent vzorca in razlika prevodnosti med vzorcem in pufrom. Večja kot je 
elektroforetska mobilnost komponente v smeri katode, večji bo vnos, in večja kot je v 
smeri anode, manjši bo vnos. Elektroforetska in elektroosmotska mobilnost sta različni v 
različnih raztopinah in zato so tudi različne količine vnosa. 
Z injiciranjem lahko tudi predkoncentriramo vzorec. Pri hidrodinamskem načinu 
injiciranja lahko to storimo z nakopičenjem vzorca (angl. “sample stacking”), kjer vzorec, 
pripravljen v razredčenem pufru, hidrodinamsko vnesemo v kapilaro, napolnjeno z 
delovnim pufrom, in priključimo električno napetost. Na ione vzorca v razredčeni coni 
deluje močnejše električno polje in zaradi vpliva električnega polja na elektroforetsko 
hitrost se bodo ti gibali hitreje znotraj cone razredčenega pufra. Ioni se po prehodu meje 
med conama upočasnijo, ker preidejo v območje z nižjo jakostjo električnega polja v 
delovnem pufru. Pri tem pride do koncentriranja komponent vzorca na meji med 
razredčenim in delovnim pufrom. Kationi se koncentrirajo na sprednji meji (proti katodi), 
anioni na zadnji meji (proti anodi), na nevtralne delce pa nima vpliva. S primerno 
optimizacijo koncentracije in dolžine injiciranja se lahko zagotovi velik vnos vzorca ob 
ohranitvi visoke ločljivosti. 
Pri elektrokinetičnem injiciranju vzorec koncentriramo z injiciranjem z ojačenim poljem. 
Vzorec, pripravljen v razredčenem pufru, vnesemo v kapilaro, napolnjeno z delovnim 
pufrom tako, da povečamo jakost električnega polja na strani injiciranja. Zaradi povečane 
jakosti polja bodo ioni iz vzorca začeli potovati v kapilaro z zelo veliko hitrostjo. Pri tem 
načinu (v razredčenem pufru) je vnos v glavnem odvisen samo od elektroforeze, saj je ta 
dosti večja od elektroosmotskega toka. Ta vnos je tudi selektiven (tako kot klasičen 
elektrokinetični vnos), saj se s primerno konfiguracijo lahko vnese samo katione ali 
anione, če obrnemo polariteto elektrod med injiciranjem [2]. 
1.3.4 Detekcija 
Detekcija v kapilarni elektroforezi je problematična zaradi zelo majhnih volumskih 
pretokov. Kot detektorsko celico se uporablja del kapilare, ki se ji odstrani poliamidno 
zaščito. Najpogosteje se uporabljata UV- in fluorescenčni detektor, zaradi enostavne 
konstrukcije in široke uporabnosti. Glavni vzrok za nizko občutljivost UV-Vis detektorja 
je zelo kratka pot svetlobe skozi vzorec (notranji premer kapilare). Poleg tega so površine 
zaokrožene, zaradi česar pride do sipanja svetlobe na površini. Potrebna je zelo natančna 
usmeritev žarka svetlobe v sredino kapilare s sistemom leč ali z optičnim vlaknom. Za 
povečanje občutljivosti detektorja je potrebno povečati intenziteto svetlobe, kar 
dosežemo z uporabo visokoenergetskih žarnic, natančno namestitvijo kapilare v optično 
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pot žarka in s pravilno izbiro reže na kapilari. Detektorji UV-Vis obstajajo v več izvedbah, 
od katerih je odvisna cena aparature in uporabnost. Obstajajo detektorji s fiksno valovno 
dolžino, nastavljivo valovno dolžino in detektorji na niz diod (angl. “diode array”). Meja 
detekcije je med 0,1 mM in 0,1 μM. S posebnimi oblikami detektorskih celic se mejo 
detekcije zniža še za red velikosti. 
Občutljivost fluorescenčnega detektorja je veliko boljša, še posebno, če se kot vir svetlobe 
uporablja laser. Meja detekcije je v območju od piko (10-12) do ato (10-18) mol/L.  
Velikokrat same komponente ne absorbirajo svetlobe in ne fluorescirajo, zato nanje 
vežemo primerne kromoforne skupine, ki jim dajo te lastnosti. Posebna oblika detekcije 
je indirektna detekcija. Uporabna je za detekcijo anorganskih anionov in kationov ter za 
organske komponente vzorca, ki ne fluorescirajo. V delovni pufer se doda snov, ki pri 
določeni valovni dolžini močno absorbira svetlobo oziroma močno fluorescira. Detektor 
stalno beleži veliko absorbcijo ali fluorescenco, ko pa pridejo na detektor ločene 
komponente vzorca, ki ne absorbirajo ali fluorescirajo, jakost signala z detektorja pade. 
Naprava zabeleži negativne signale, katerih površina podaja koncentracijo ločenih 
komponent vzorca. 
Površina pod dobljenimi signali iz detektorja je odvisna od hitrosti potovanja posamezne 
komponente. Počasnejše kot je potovanje določene cone, daljši je čas potovanja cone 
mimo detektorja in večja bo površina signala. Če površino množimo z linearno hitrostjo 
ali delimo s časom, potrebnim od enega konca kapilare do detektorja, dobimo t. i. 
popravljene površine. S tem odpravimo napake, ki so nastale zaradi neponovljivosti 
elektroosmotskega toka, s tem pa boljše vrednosti RSD površin signala. 
Za detekcijo se lahko uporablja še veliko drugih detektorjev, vendar v posebno prirejenih 
sistemih na osnovi npr. amperometrija, konduktometrija, masna spektrometrija [2]. 
1.3.5 Pufri 
Delovni pufer je bistvenega pomena za uspešno ločbo. Najpogostejši so raztopine 
anorganskih soli v vodi. Najpomembnejši faktorji pri izbiri pufra so: topnost in stabilnost 
vzorca v pufru, stopnja ionizacije komponent vzorca v pufru, vpliv prisotnih anionov in 
kationov pufra na elektromigracijo topljenca, vpliv pH, vpliv organskih modifikatorjev 
in dodatkov (ki jih dodajamo za spreminjanje lastnosti pufra) ter odvajanje sproščene 
toplote zaradi električnega toka. Delovni pufer mora torej zagotavljati želene 
elektroforetske lastnosti komponent vzorca, stabilnost sistema in ločbo komponent v 
sistemu. Anioni, prisotni v pufru, vplivajo na električni tok in preko tega na 
elektroosmotski tok, na sproščanje toplote, interakcije vzorca s steno kapilare in tudi na 
mobilnost ionov. 
Ob priključitvi enosmerne napetosti prihaja na elektrodah do elektrolize vode, kar 
povzroči spremembo pH pufra. To pride zlasti do izraza pri pufrih nizkih koncentracij (5 
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mM), zato je priporočljivo po vsaki ločbi zamenjati pufer na strani injiciranja. Tako se 
izboljša ponovljivost migracijskih časov [2]. 
1.3.6 Teoretična obravnava ločbe pri CE 
Pri idealnih pogojih je vzdolžna difuzija edini faktor, ki vpliva na širjenje ločenih con. 
Prostorska varianca cone v času t je podana z enačbo: 
𝜎(𝐿)2 = 2 · 𝐷 · 𝑡 =  
2·𝐷·𝐿^2
(𝜇(𝑒)+𝜇(𝑜))·𝑈
                             Enačba 12 
σ(L) – prostorska varianca [m] 
D – koeficient molekularne difuzije [m2/s] 
Čeprav je mehanizem ločbe v kapilarni elektroforezi povsem drugačen, podobno kot v 
kromatografiji uporabljamo za opis učinkovitosti ločbe število teoretskih podov: 
𝑁 =  
𝐿^2
𝜎(𝐿)^2
                                                Enačba 13 
N – število teoretskih ravnotežnih podov 
Če vstavimo enačbo 12 v enačbo 13, dobimo izraz za število teoretskih podov v kapilarni 
elektroforezi: 
𝑁 =  
(𝜇(𝑒)+𝜇(𝑜))·𝑈
2·𝐷
                                            Enačba 14 
Za čim večje število teoretskih podov je potrebna čim višja priključena napetost. Število 
bo večje tudi za velike molekule, ki imajo nižji koeficient difuzije. Število teoretskih 
podov se lahko uravnava z uravnavanjem elektroforetske in elektroosmotske mobilnosti, 
na ti dve količini pa lahko vplivamo s pH, temperaturo, ionsko močjo pufra in raznimi 
dodatki organskih faz v pufer. 
Ločljivost dveh vrhov v elektroferogramu izračunamo po enačbi: 
𝑅(𝑠) =  
2·(𝑡(𝑅2)−𝑡(𝑅1))
(𝑤(1)+𝑤(2))
                                        Enačba 15 
t(R1), t(R2) – čas potovanja komponente 1 in 2 [s] 
w(1), w(2) – širina vrha 1 in 2 [s] 
Enačba 16 podaja odvisnost ločljivosti dveh sosednjih popolnoma ali delno ločenih con 
od razlike elektroforetskih mobilnosti, priključene napetosti, povprečne navidezne 
mobilnosti dveh con in povprečnega difuzijskega koeficienta, ki je za sosednji coni 
približno enak. 
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𝑅(𝑠) = 0,18 · (𝜇(𝑒1) − 𝜇(𝑒2)) · √
𝑈
𝐷·(𝜇(𝑒)+𝜇(𝑜))
                    Enačba 16 
Uporaba previsoke napetosti pa lahko povzroči, da sta dve, sicer popolnoma ločeni, 
komponenti videti kot, da nista popolnoma ločeni [2]. 
1.4 Mikroekstrakcija z votlimi vlakni (HFME)  
Mikroekstrakcija v tekoči fazi z votlimi vlakni je tehnika za pripravo vzorca. Največ se 
uporablja za pripravo vzorcev za visokotlačno tekočinsko kromatografijo, kapilarno 
plinsko kromatografijo in kapilarno elektroforezo.  
Kos votlega vlakna je običajno iz polipropilena. Na enem koncu je pripet na napolnjeno 
“siringo”, na drugem pa na prazno. Tako pripeto vlakno se potopi v organsko topilo, kot 
je na primer 1-oktanol. Organsko topilo je takoj imobilizirano v porah votlih vlaken zaradi 
kapilarne sile in tvori podprto tekočo membrano. Notranjost votlega vlakna se nato s 
pritiskom bata v napolnjeno in hkratnim vlekom bata iz prazne “siringe” napolni z 
akceptorsko raztopino. Tako pripravljeno vlakno se vstavi v vzorec. Z mešanjem vzorca 
se tarčni analiti ekstrahirajo skozi tekočo membrano v akceptorsko raztopino. Po 
določenem času se vlakno z akceptorsko raztopino s tarčnimi analiti odstrani. 
Akceptorsko fazo se nato uporabi za nadaljnje analize. Če je akceptorska raztopina enaka 
organskemu topilu, ki je uporabljeno za membrano, je ekstrakcija dvofazna in se lahko 
akceptorsko raztopino direktno injicira v plinski kromatogram ali pa se topilo izpari in 
ponovno raztopi v mobilni fazi za visokotlačno tekočinsko kromatografijo. Lahko pa je 
vodna raztopina, zaradi česar dobimo trifazni ekstrakcijski sistem. Za ekstrakcijo bazičnih 
analitov je pH v vzorcu bazičen, da zatre ionizacijo analitov, vodni akceptor pa je nakisan. 
Tarčni analiti se ekstrahirajo iz vzorca v tekočo membrano v nevtralnem stanju in se 
protonirajo ob vstopu v akceptorsko raztopino, zaradi česar so zelo dobro topni v 
akceptorski raztopini in prepreči ekstrakcijo nazaj v tekočo membrano. Za ekstrakcijo 
kislih analitov je pH gradient obrnjen.  Ker je akceptorska raztopina v tem primeru tekoča, 
se lahko neposredno injicira v visokotlačni tekočinski kromatogram ali sistem za CE. 
HFME je bila razvita za ekstrakcijo organskih substanc iz vodnih vzorcev. Izkoristek se 
zviša z nižanjem polarnosti substanc. Za bolj polarne substance je HFME manj efektivna 
zaradi neugodnih porazdelitvenih koeficientov. Z dodatkom ionsko-parnih reagentov v 
vzorec ali tekočo membrano, se tudi polarni analiti uspešno ekstrahirajo. Če so tarčni 
analiti nevtralne spojine se uporabi dvofazni HFME.  
Večinski vzrok za uporabo HFME je visoka obogatitev, ki se jo lahko z njo doseže. 
Obogatitev je določena z ekstrakcijskim izkoristkom in volumskim razmerjem med 










                                     Enačba 17 
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E – obogatitveni faktor 
R – izkoristek 
V(a) – volumen akceptorske raztopine 
V(s) – volumen vzorca 
c(a, končna) – končna koncentracija tarčnega analita v akceptorski raztopini 
c(s, iniciativna) – začetna koncentracija tarčnega analita v vzorcu 
S povečanjem volumna vzorca pri enakem volumnu akceptorske raztopine se obogatitev 
signifikantno poveča. 
Druga velika prednost HFME je čiščenje vzorca, še posebno v trifaznem načinu. Vzrok 
je ta, da večina vodotopnih matričnih komponent ne more preiti v tekočo membrano in 
so izločene iz akceptorske raztopine. Torej soli, polarne organske substance in 
makromolekule ostanejo v vzorcu. Poleg tega je poraba organskih topil zelo nizka. V 
tipični trifazni ekstrakciji se za tekočo membrano porabi le 10–20 μl organskega topila. 
Poleg mnogih prednosti ima ta tehnika tudi slabosti. HFME je relativno počasen proces 
in priporočeni časi ekstrahiranja so od 15 do 45 min. Prenos tarčnih analitov skozi tekočo 
membrano je običajno korak, ki omejuje hitrost in tarčni analiti lahko delno ostanejo v 
membrani. Druga pomanjkljivost je pomanjkanje komercialno dostopne opreme. Votla 
vlakna so komercialno dostopna, ampak se jih mora zrezati na primerno dolžino in 
pravilno pritrditi na “siringe” [3]. 
1.5 Aerosoli 
Aerosoli so tekoči ali trdni delci, suspendirani v atmosferi. Lahko so neposredno 
izpuščeni v ozračje ali pa se v atmosferi tvorijo s kondenzacijo. Skoraj vse njihove 
lastnosti in s tem tudi učinki so odvisni od velikosti, ki se gibljejo od nekaj nanometrov 
do več deset mikrometrov. Delci aerosola lahko vplivajo na podnebje z razpršitvijo in 
absorpcijo sončnega sevanja. Lahko delujejo tudi kot kondenzacijska jedra. Delci morajo 
praviloma zrasti nad 100 nm, da postanejo klimatsko aktivni. Vplivi aerosolov na 
podnebje so pomembni, a tudi neraziskani. Razlogov za to je več, eden teh je 
nepoznavanje načina in hitrosti tvorbe z nukleacijo v atmosferi [4].  
1.6 Fenolne kisline 
Fenolne kisline spadajo v skupino fenolnih spojin z aromatskim obročem, na katerega je 
neposredno vezana ena ali več hidroksilnih skupin. Imajo veliko raznolikih bioaktivnih 
lastnosti, kot so antioksidativni in protirakavi efekti. Pojavljajo se v rastlinah kot glikozidi 
ali estri. So pogosti rastlinski sekundarni metaboliti. Biosintetizirajo se iz aminokislin, in 
sicer iz fenilalanina ali tirozina po šikiminski poti. Fenolne kisline delimo na dve skupini 
glede na razlike v strukturi: hidroksicimetna in hidroksibenzojska struktura. 
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Hidroksicimetne kisline imajo fenilpropanoidno strukturo (slika 3), medtem ko skelet 






Fenolne kisline se sproščajo v zrak pri gorenju biomase, in sicer kot eden od produktov 
lignina. Lahko se jih uporabi kot sledilce emisij gorenja biomase. Dim borovega lesa 
vsebuje na primer veliko vanilinske kisline, dim trave pa določene količine para-
kumarinske kisline [6]. 
 
 
Slika 3: Cimetna kislina Slika 2: Benzojska kislina 
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2 Namen dela 
Namen diplomskega dela je bil preveriti uporabnost kapilarne elektroforeze z UV-VIS 
detekcijo za separacijo in določevanje fenolnih kislin v vzorcih aerosolov iz zraka. 
Najprej sem optimizirala ločbo fenolnih kislin: para-kumarinska kislina, 4-
hidroksibenzojska kislina, vanilinska kislina, 3,5-dihidroksibenzojska kislina in 2,4-
dihidroksibenzojska kislina. To sem dosegla s spreminjanjem pogojev, kot so pH in 
ionska moč pufra ter napetost. Izračunala sem validacijske parametre ponovljivost, LOD 
in LOQ. Z optimiziranimi pogoji sem poskušala kvalitativno in kvantitativno določiti 
izbrane kisline v realnem vzorcu aerosola. Vzorec sem predhodno pripravila z 
raztapljanjem aerosolnih delcev s filtrov in nato s koncentriranjem z uporabo 
mikroekstrakcije z votlimi vlakni. Za preverjanje uspešnosti metode HFME sem  
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Kemikalije in instrumenti 
Uporabljene kemikalije: natrijev karbonat (Na2CO3), natrijevega hidrogenkarbonata 
(NaHCO3), 2,4-dihidroksibenzojska kislina, 3,5-dihidroksibenzojska kislina, 4-
hidroksibenzojska kislina, para-kumarinska kislina, vanilinska kislina, amonijak (NH3), 
žveplova kislina (H2SO4), oktanol, MiliQ voda, natrijev hidroksid (NaOH). Vse 
kemikalije so od znanih proizvajalcev, kot so Sigma-Aldrich, Fluka in drugih. 
Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material: sistem za kapilarno elektroforezo 
(High Throughput Capillary Electrophoresis System 270A-HT, proizvajalec Applied 
Biosystems), kapilara z notranjim premerom 50 μm, pH meter, Millipore sistem za 
filtriranje večjih volumnov, membranski filtri celuloza acetat (0,45 μm pore), oprema za 
ekstrakcijo (“siringe”, votla vlakna, magnetno mešalo). 
3.2 Metode 
3.2.1 Priprava delovnih pufrov 
Zgledovala sem se po članku [7], kjer so uspešno optimizirali metodo in ločili fenolne 
kisline v vzorcu vina z uporabo natrijevega karbonata kot delovnega pufra.  
Pripravila sem 50 mM pufre NaHCO3 s pH 8,3, 9,3 in 10,0 ter pufra s pH 8,3 in 
koncentracijama 20 in 80 mM.  Za pufer s pH 8,3 sem zatehtala ustrezno maso NaHCO3, 
ga kvantitativno prenesla v 200 ml bučko, raztopila v nekaj MilliQ vode in dopolnila do 
oznake. Nato sem izmerila točen pH s pH-metrom, predhodno umerjenega s pufri s pH 
7,0 in 9,0, in raztopino prefiltrirala z Millipore sistemom za filtriranje čez 0,45 μm filter. 
Za pufra s pH 9,3 in 10,0 sem po istem postopku pripravila 200 ml 50 mM raztopine 
NaHCO3 ter 250 ml 50 mM raztopine Na2CO3. Nato sem ob merjenju pH s pH metrom 
raztopini NaHCO3 dodajala Na2CO3 do željenega pH-ja. Končni raztopini sem nato še 
prefiltrirala. 
20 mM in 80 mM raztopino NaHCO3 s pH 8,3 sem pripravila na enak način kot 50 mM z 
ustreznimi zatehtami. 
3.2.2 Priprava standardnih raztopin 
Na začetku sem poskusila posneti elektroferogram več fenolnih kislin pri valovni dolžini 
210 nm, ki sem jih pripravila po 20 ml s koncentracijami 5 mg/ml v topilu mešanice 
metanola in vode v razmerju 1:1. Elektroforetski vrhovi so se pojavili za spojine 3,5-HB, 
2,4-HB, 4-HB, VAN in p-COU (tabela 1) v koncentraciji 5 mg/ml. Raztopine teh kislin 
Pia Kržan                                           Določevanje fenolnih kislin v aerosolnih delcih s kapilarno elektroforezo 
16 
 
sem razredčila na koncentracijo 0,5 mg/ml z 10-krat redčenim 50 mM pufrom s pH 8,3. 
Nato sem pripravila še mešanico raztopin koncentracije 0,5 mg/ml tako, da sem po 2 ml 
standardne raztopine vsake spojine odpipetirala v 10 ml bučko. To raztopino sem tudi 
uporabila za optimizacijo metode. 
Tabela 1: Strukturne formule uporabljenih fenolnih kislin 















Za pripravo standardnih raztopin za umeritveno krivuljo sem uporabljala prejšnje 
raztopine v volumnih, ki so prikazani v tabeli 2, za redčenje pa prav tako 10-krat redčen 
pufer. Vse raztopine sem pripravljala v 10 ml bučkah.  
Pripravljene raztopine standardov sem hranila v hladilniku do največ dveh tednov. 
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Tabela 2: Volumni in koncentracije izhodnih raztopin za pripravo standardnih raztopin 







0,05 1 0,005 
0,5 1 0,05 
0,5 4 0,2 
5 4 2 
5 6 3 
3.2.3 Izvedba meritev s sistemom za kapilarno elektroforezo in pogoji merjenja za 
optimizacijo ločbe 
Delala sem s standardnimi raztopinami koncentracij 0,5 mg/ml. Kapilara je bila premera 
50 μm in dolžine 75 cm (50 cm do detektorja). Absorbanco sem merila pri valovni dolžini 
210 nm. Čas injiciranja je bil vedno 1 s.  
Na začetku dneva in med vsako menjavo pufrov sem spirala kapilaro 10 min z 0,1 
molarnim natrijevim hidroksidom in nato še 30 min s pufrom. Na koncu dneva sem spirala 
10 min z MilliQ vodo. 
3.2.4 Umeritvena krivulja 
Za umeritveno krivuljo sem izvajala ločbo standardnih raztopin mešanice spojin z 
različnimi koncentracijami pri predhodno določenih optimalnih pogojih ločbe. 
Preverila sem še ponovljivost rezultatov s standardno raztopino koncentracije 0,5 mg/ml. 
Ločbo sem ponovila 5-krat zaporedoma in nato izračunala standardni odmik, RSD in CV. 
Določila sem tudi LOD in LOQ. 
3.2.5 Priprava, koncentriranje in izvedba meritev za vzorec 
Uporabljala sem visokozmogljive vzorčevalnike (30 m3/h), zbiranje vzorca je potekalo 
24 h. Začetni premer je bil 150 mm, iz katerega so bili izrezani manjši krogi s premerom 
20 mm. Korekcijski faktor le-teh za upoštevanje pri končnem izračunu je bil 51,1. Oznake 
vzorčevalnikov, ki sem jih uporabila: 10-krat BF_07112012 (12/04375), 10-krat 
BF_08112012 (12/04376). 20 vzorčevalnikov premera 20 mm sem za 1 h namočila v 90 
ml MilliQ vode (slika 4), da je potekla ekstrakcija. Na začetku in na koncu sem s krožnimi 
gibi rahlo premešala. Sledeč po literaturnih podatkih [8] je bilo dovolj za učinkovito 
raztapljanje. Nato sem s pinceto vzorčevalnike odstranila, jih sprala z MilliQ vodo, 
raztopino prelila v 100 ml bučko in dopolnila do oznake. 50 ml vzorca sem dodala 0,1 ml 
standardne raztopine s koncentracijo 5 mg/ml, z namenom pripraviti obogaten vzorec, s 
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katerim sem preverila uspešnost metode. Končna koncentracija standardnih analitov v 
vzorcu je bila tako 0,01 mg/ml. 
Nato sem pripravila 50 ml dveh standardnih raztopin mešanic spojin koncentracij 0,01 
mg/ml in 0,2 mg/ml s pipetiranjem ustreznega volumna standardne raztopine s 
koncentracijo 5 mg/ml in redčenjem do oznake z MilliQ vodo. 
Pripravila sem tudi raztopine za HFME. S pipetiranjem ustreznega volumna 25 % 
raztopine NH3 in redčenjem z vodo do oznake sem pripravila 200 ml 50 mM raztopine 
NH3, ki sem jo uporabila kot akceptorsko fazo. Naredila sem tudi poskus, koliko kapljic 
50 % H2SO4 je potrebno dodati 50 ml MilliQ vode, da sem dobila pH vrednost okoli 2. 











Za mikroekstrakcijo z votlimi vlakni sem izhajala iz literature [9]. Vlakna za HFME so 
že bila narezana po 16 cm. Namočila sem jih v acetonu, jih dala na ultrazvočno kopel, da 
so se sprala, in jih posušila. V “siringo” sem po vrsti napolnila 50 μl 50 mM raztopine 
NH3, 20 μl zraka in 10 μl 50 mM raztopine NH3, s katerim sem pri polnjenju vlakna iz 
vlakna sprala odvečni oktanol. Vlakno sem z obeh strani nataknila na “siringo” (na eni 
strani napolnjena, na drugi prazna), pomočila v oktanol in spustila čez vlakno vsebino iz 
polne “siringe”. Napolnjeno vlakno sem skupaj s “siringami” prestavila v raztopino 
vzorca. Raztopino vzorca sem nakisala z 1 kapljico 50 % H2SO4 in vklopila mešanje na 
1000 rpm za 2 h. Na sliki 5 je prikazana postavitev “siring” z vlakni v vzorcu. Po 2 h sem 
vzela vlakno skupaj s “siringami” iz vzorca, potisnila raztopino iz vlakna v prej prazno 
“siringo” in prenesla amonijak z vzorcem z volumnom približno 50 μl v vialo. Tako sem 
naredila za vse štiri vzorce. Natančni volumni so prikazani v tabeli 3. 
Slika 5: Raztapljanje fenolnih 
kislin s filtrov z aerosolnimi delci 
 
Slika 4: Mikroekstrakcija z 
votlimi vlakni 
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Tabela 3: Volumni vzorcev po HFME 
Vzorec Natančen volumen [μl] 
0,01 mg/ml standardna raztopina 43 
0,2 mg/ml standardna raztopina 50 
Vzorec 46 
Obogaten vzorec 58 
Samemu vzorcu sem po HFME in po opravljeni meritvi na kapilarni elektroforezi dodala 
50 μl standardne raztopine s koncentracijo 0,5 mg/ml kot standardni dodatek, tako da je 
bila končna koncentracija v raztopini vzorca s standardnim dodatkom 0,26 mg/ml. 
Meritve za vzorec sem izvajala pri istih pogojih in po istem postopku kot meritve za 
optimizacijo ločbe. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Optimizacija ločbe 
4.1.1 Določitev vrstnega reda spojin v mešanici po času 
Začela sem s 50 mM pufrom s pH 8,3 pri 20 kV. Pred vsakim injiciranjem sem spirala 2 
min s pufrom, trajanje ločbe je bilo 20 min. Pomerila sem tako standardne raztopine 
posameznih spojin, kot tudi mešanico standardnih raztopin.  
Iz primerjanja časov vrhov (tabela 4) med posameznimi standardnimi raztopinami in 
mešanico standardnih raztopin sem določila naslednji vrstni red spojin po hitrosti 
potovanja: p-COU, 3,5-HB, VAN, 4-HB, 2,4-HB. To lahko vidimo tudi na spodnji sliki 
elektroferograma (slika 6). Od tu naprej sem opravljala meritve le še z mešanico na enak 
način, pri čemer sem menjala pufre in merila pri različnih pH-jih, koncentracijah pufrov 
in pri različnih napetostih. Rezultate sem nato primerjala med sabo in izbrala pogoje za 
optimalno ločbo za nadaljnje delo. 
Tabela 4: Določanje zaporedja fenolnih kislin glede na čas migracije 
Spojina Čas prvič [min] Čas drugič [min] 
3,5-HB 11,55 11,90 
2,4-HB 15,11 15,87 
4-HB 12,80 13,17 
p-COU 11,45 11,80 
VAN 11,83 12,10 
Mešanica 11,54; 11,73; 11,85; 12,98; 15,78 11,74; 11,88; 12,07; 13,23; 16,41 
 
 
Slika 6: Elektroferogrami določitve vrstnega reda spojin po migracijskih časih. a) 
mešanica kislin, b) vanilinska kislina, c) para-kumarinska kislina, d) 4-hidroksibenzojska 
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4.1.2 Primerjava mobilnosti pri različnih pH vrednostih 
Meritve sem izvedla s 50 mM pufrom s pH-ji 8,3, 9,3 in 10 pri 20 kV z mešanico 
standardnih raztopin. Pred vsakim injiciranjem sem spirala 2 min s pufrom, trajanje ločbe 
je bilo 20 min. 
Mobilnost (μ) sem izračunala iz enačbe 𝜇 =  
𝑙·𝐿
𝑡·𝑈
 s pomočjo programske opreme Excel pri 
vseh nadaljnjih meritvah optimizacije. 
Iz tabele 5 je razvidno, kako se je mobilnost z višanjem pH nižala, kar je ravno obratno 
od pričakovanj. Z višanjem pH se veča število deprotoniranih silanolnih skupin, zaradi 
česar je hitrost EOF večja in bi morala biti večja tudi mobilnost. 
Tabela 5: Časi in mobilnosti spojin pri različnih pH vrednostih delovnega pufra 
pH   p-COU 3,5-HB VAN 4-HB 2,4-HB 
8,3 t [min] 11,54 11,73 11,85 12,98 15,78 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,2708 0,2664 0,2637 0,2408 0,1980 
9,3 t [min] 12,17 12,25 12,572 13,98 18,04 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,2568 0,2551 0,2486 0,2235 0,1732 
10 t [min] 16,52 17,11 17,73 20,48 26,44 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,1892 0,1826 0,1763 0,1526 0,1182 
Iz slike 7 in elektroferograma (slika 8) se vidi, da so bile spojine pri pH 10 najbolje ločene. 
Pri višjem pH je stopnja ionizacije višja, zaradi česar se efektivna mobilnost analitov v 
smeri anode poveča. Tako imajo analiti več časa za ločbo pred detekcijo. 
 







































Slika 8: Elektroferogrami ločbe spojin pri različnih vrednostih pH. a) pH = 10, b) pH = 
9,3, c) pH = 8,3 
4.1.3 Primerjava mobilnosti pri različnih koncentracijah pufra 
Meritve sem izvedla z 20 mM, 50 mM in 80 mM pufrom s pH 8,3 pri 30 kV. Ločba je 
trajala 10 min. 
Mobilnost se je z višanjem koncentracije nižala (tabela 6), kar je po pričakovanjih, saj se 
pri višji koncentraciji zniža mobilnost in hitrost EOF. 
Tabela 6: Časi in mobilnosti spojin pri različnih koncentracijah delovnega pufra 
c [mM]   p-COU 3,5-HB VAN 4-HB 2,4-HB 
20 t [min] 4,59 4,65 4,67 4,91 5,43 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,4539 0,4480 0,4461 0,4243 0,3837 
50 t [min] 5,86 5,95 5,98 6,43 7,38 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,3555 0,3501 0,3484 0,3240 0,2823 
80 t [min] 6,67 6,77 6,81 7,46 8,89 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,3123 0,3077 0,3059 0,2793 0,2343 
Pri spreminjanju koncentracije delovnega pufra ni bilo bistvene razlike (slika 9). Poleg 
tega je bila meritev izvedena pri višji napetosti, zaradi česar so bili migracijski časi krajši 
in vrhovi na elektroferogramu slabše ločeni (slika 10). Odločila sem se za koncentracijo 








Slika 9: Odvisnost mobilnosti spojin od koncentracije delovnega pufra 
 
Slika 10: Elektroferogrami ločbe spojin pri različnih koncentracijah delovnega pufra. a) 
c = 80mM, b) c = 50mM, c) c = 20mM 
4.1.4 Primerjava mobilnosti pri različnih napetostih 
Meritve sem izvedla s 50 mM pufrom s pH 10 pri napetostih 20, 25 in 30 kV, rezultati so 
zbrani v tabeli 7. 
Tabela 7: Časi in mobilnosti spojin pri različnih delovnih napetostih 
U [kV]   p-COU 3,5-HB VAN 4-HB 2,4-HB 
20 t [min] 16,52 17,11 17,73 20,48 26,44 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,1892 0,1826 0,1763 0,1526 0,1182 
25 t [min] 13,12 13,59 14,07 16,26 20,88 
μ [(cm2)/(V·s)] · 10-3 0,1905 0,1840 0,1777 0,1538 0,1197 
30 t [min] 10,04 10,37 10,78 12,46 15,90 
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Pri spreminjanju napetosti se mobilnost ne bi smela spreminjati, vendar kljub temu 
opazimo razlike v mobilnosti (slika 11). Mobilnost se je z napetostjo višala, čeprav od le-
te ni odvisna. Tukaj gre verjetno za efekt Joulove toplote, ko se zaradi segrevanja pufra 
manjša viskoznost topila, ali pa le nakazuje na neponovljivost metode.  
Vrhovi so bili lepo ločeni (slika 12). Opazimo pojav nesimetrije vrhov, kar je običajno 
posledica elektrodisperzije. V tem primeru vrh zaostaja zaradi nižje hitrosti ionov analita 
od ionov v pufru. To je posledica višje koncentracije oziroma ionske moči ionov analita 
od ionov pufra. Z višanjem koncentracije se viša prevodnost, zaradi česar je 
elektroforetska hitrost ionov nižja [1]. 
 
Slika 11: Odvisnost mobilnosti od delovnih napetosti 
 
Slika 12: Elektroferogrami ločbe spojin pri različnih delovnih napetostih. a) U = 30V, b) 
U = 25V, c) U = 20V 
Hitrost se je z napetostjo po predvidevanjih višala. Odločila sem se za delo pri napetosti 
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4.2 Umeritvena krivulja 
Meritve sem izvedla v raztopini 50 mM pufra natrijevega karbonata pri pH 10 in 30 kV. 
Standardna raztopina koncentracije 0,005 mg/ml ni bila zaznana, kar vidimo na 
elektroferogramu (slika 13). 
 
Slika 13: Elektroferogrami za umeritveno premico. Od spodaj navzgor: koncentracije 
0,005 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 5mg/ml 
Opazimo asimetrijo vrhov, ki je lahko posledica elektrodisperzije. Ta se začne pojavljati 
že pri koncentraciji analitov 0,5 mg/ml. Spodaj so prikazane umeritvene premice za para-
kumarinsko kislino (slika 14), 3,5-dihidroksibutanojsko kislino (slika 15), vanilinsko 
kislino (slika 15), 4-hidroksibutanojsko kislino (slika 16) in 2,4-dihidroksibutanojsko 
kislino (slika 17). 
 
Slika 14: Umeritvena premica para-kumarinske kisline 























Slika 15: Umeritvena premica 3,5-dihidroksibutanojske kisline 
 
Slika 16: Umeritvena premica vanilinske kisline 

















































Slika 17: Umeritvena premica 4-hidroksibutanojska kislina 
 
Slika 18: Umeritvena premica 2,4-dihidroksibutanojske kisline 
Umeritvene premice vseh kislin imajo kvadrat korelacijskega koeficienta (R2) nad 0,99, 
torej jih lahko uporabimo za kvantitativno določanje. 
4.3 Določitev validacijskih parametrov 
4.3.1 Ponovljivost 
Ponovljivost sem preverila s standardno raztopino koncentracije 0,5 mg/ml. Standardni 
odmik sem izračunala s pomočjo programske opreme Excel po enačbi 𝑠 =


















































, relativni standardni odmik po enačbi RSD = 
𝑠
𝑥(𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟.)
 in koeficient 




Ponovljivost časa (tabela 8) je dobra, medtem ko ponovljivost površine (tabela 9) slabša. 
Opazimo tudi, da se z višanjem migracijskega času ponovljivost slabša. 
Tabela 8: Ponovljivost migracijskega časa kislin 
Kislina tpovpr. [min] s(t) RSD(t) CV [%] 
p-COU 9,47 0,06 0,0062 0,6 
3,5-HB 9,76 0,07 0,0067 0,7 
VAN 10,12 0,06 0,0063 0,6 
4-HB 11,66 0,11 0,0098 1,0 
2,4-HB 14,81 0,24 0,0162 1,6 
Tabela 9: Ponovljivost površin vrhov kislin 
Kislina Apovpr. [μV·s] s(t) RSD(t) CV [%] 
p-COU 35417,75 3086 0,087 8,7 
3,5-HB 50141,25 4271 0,085 8,5 
VAN 63110,94 5324 0,084 8,4 
4-HB 43252,29 3429 0,079 7,9 
2,4-HB 81172,42 9389 0,116 11,6 
Ponovljivost površin sem poskusila izboljšati tako, da sem površine delila z migracijskim 
časom. Tako sem dobila popravljene površine. S tem se odpravijo napake zaradi 
neponovljivosti elektroosmotskega toka. Ponovljivost se ni signifikantno izboljšala 
(tabela 10). 
Tabela 10: Ponovljivost s popravljenimi površinami vrhov kislin 
Kislina A/tpovpr. [μV·s] s(t) RSD(t) CV [%] 
p-COU 3739,99 306,3 0,082 8,2 
3,5-HB 5137,42 409,3 0,080 8,0 
VAN 6233,79 492,7 0,079 7,9 
4-HB 3710,10 262,3 0,071 7,1 
2,4-HB 5481,66 558,7 0,102 10,2 
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4.3.2 Določitev meje zaznavnosti (LOD) in meje določljivosti (LOQ) 
LOD in LOQ sem določila s pomočjo programske opreme Excel z metodo linearne 
regresije iz umeritvenih premic po enačbah 𝐿𝑂𝐷 =  
3·𝑠
𝑏
 in 𝐿𝑂𝑄 =  
10·𝑠
𝑏
. Podatki so zbrani 
v tabeli 11. 
Tabela 11: LOD in LOQ po metodi linearne regresije 
Kislina p-COU 3,5-HB VAN 4-HB 2,4-HB 
Standardna napaka (s) [μV·sec] 8697 11301 11946 9479 18350 
Naklon premice (b) 
[(μV·sec)/(mg/ml)] 49370 72526 89383 60418 88727 
LOD [mg/ml] 0,53 0,47 0,40 0,47 0,62 
LOQ [mg/ml] 1,76 1,56 1,34 1,57 2,07 
Po tej metodi sem določila LOD in LOQ višji od pričakovanj, saj je bila pri meritvah 
umeritvene premice najnižja zaznana koncentracija 0,05 mg/ml, kar je 10-krat nižje kot 
LOD. Prav tako je sledeč literaturi [2] meja detekcije med 0,1 mM in 0,1 μM ( med 
0,0145–0,0167 mg/ml in 0,0145–0,0167 μg/ml za določevane kisline). 
4.4 Analiza realnih vzorcev 
Obogatitveni faktor sem izračunala po enačbi 𝑂𝐹 =  
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑝𝑜 𝐻𝐹𝑀𝐸
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑝𝑟𝑒𝑑 𝐻𝐹𝑀𝐸
 s pomočjo 
programske opreme Excel. Koncentracijo po HFME sem izračunala iz enačb umeritvenih 
premic. 
Obogatitveni faktor je bil pri nižji koncentraciji veliko višji (tabela 12) kot pri višji 
koncentraciji (tabela 13). Zanimivo, da so že same dobljene koncentracije iz površin 
vrhov po HFME za koncentracije 0,2 mg/ml nižje kot za koncentracije 0,01 mg/ml. Iz 
tega lahko sklepamo, da lahko prihaja do nasičenja receptorskega topila oziroma je 
priprava vzorca neponovljiva in bi bila potrebna uporaba internih standardov. 
Tabela 12: Izračun obogatitvenega faktorja za standardno raztopino s koncentracijo 0,01 
mg/ml 
 
Spojina Površina [μV·s] c (po HFME) [mg/ml] Obogatitveni faktor 
p-COU 36427,49 0,743 74 
3,5-HB 56335,12 0,789 79 
VAN 45885,60 0,510 51 
4-HB 50819,46 0,827 83 
2,4-HB 232239,92 2,525 253 
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Tabela 13: Izračun obogatitvenega faktorja za standardno raztopino s koncentracijo 0,2 
mg/ml 
Spojina Površina [μV·s] c (po HFME) [mg/ml] Obogatitveni faktor 
p-COU 18551,64 0,381 1,9 
3,5-HB 31164,28 0,442 2,2 
VAN 61266,00 0,682 3,4 
4-HB 27027,73 0,433 2,2 
2,4-HB 216070,91 2,343 11,7 
Za vzorec brez kakršnihkoli dodatkov (t. i. neobogaten vzorec) pri meritvi nisem 
identificirala vrhov (slika 19). 
 
Slika 19: Elektroferogrami realnih vzorcev. a) vzorec s standardnih dodatkom, b) 
obogaten vzorec, c) vzorec brez dodatkov 
Pri vseh elektroferogramih vzorca in vzorca z dodatki se je pojavil isti vzorec ozadja. Pri 
izračunu koncentracij za obogaten vzorec sem uporabila OF, ki sem ga dobila pri 
standardni raztopini s približno isto koncentracijo kot v primeru dodatka (0,01 mg/ml). 
Kot vidimo v tabeli 14, so bile izračunane končne koncentracije pred HFME v vzorcu za 
10-krat manjše kot dejanska koncentracija dodane standardne raztopine v prvotnem 
vzorcu, torej nismo povrnili dodane količine. Rezultati so za ta vzorec in to metodo 
nezanesljivi. Problem je lahko v matriksu, ki da dovolj visoko ozadje, da lahko prekrije 
vrhove iskanih analitov. To je sicer v nasprotju z meritvijo vzorca s standardnim 
dodatkom (tabela 15), ki nam da izmerjene koncentracije višje, kot so koncentracije 
analitov iz standardnega dodatka (0,26 mg/ml). Problem lahko torej izhaja iz 
neponovljivosti HFME, zaradi česar ne moremo z gotovostjo izračunati koncentracije v 
vzorcu pred HFME z uporabo OF. Če primerjamo elektroferograme vzorcev z dodatki in 
elektroferograme umeritvene premice, lahko vidimo tudi, da velikosti vrhov med analiti 
pri vzorcih z dodatki niso v enakem razmerju kot velikosti vrhov standardnih analitov. 
To je še posebej izrazito pri obogatenem vzorcu, katerega koncentracija 2,4-
dihidroksibutanojske kisline je presenetljivo visoka. Že pri izračunu OF se opazi, da je 
le-ta pri obeh koncentracijah standardov za 2,4-HB veliko višji od ostalih, torej se ta 
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Tabela 14: Izračun koncentracij za obogaten vzorec 
Kislina Površina [μV·s] c (po HFME) [mg/ml] c (pred HFME) [mg/mL] 
p-COU 5984 0,13 0,0017 
3,5-HB 13250 0,20 0,0025 
VAN 15978 0,18 0,0034 
4-HB 10151 0,15 0,0019 
2,4-HB 84462 0,86 0,0034 
Tabela 15: Izračun koncentracij za vzorec s standardnim dodatkom 
Kislina Površina [μV·s] c (po HFME + dodatek) [mg/ml] 
p-COU 16641 0,34 
3,5-HB 26523 0,38 
VAN 32550 0,36 
4-HB 23742 0,38 
2,4-HB 42740 0,39 
 




V diplomskem delu sem preverila možnost uporabe kapilarne elektroforeze z UV-Vis 
detekcijo za separacijo in določevanje fenolnih kislin v vzorcih aerosolov iz zraka. Z 
optimizacijo pogojev sem uspešno ločila mešanico pripravljenih standardnih raztopin 
para-kumarinske, vanilinske, 2,4-dihidroksibenzojske, 3,5-dihidroksibenzojske in 4-
hidroksibenzojske kisline ob predhodni določitvi vrstnega reda po naraščajočem 
migracijskem času. Kisline so se najbolje ločevale pri uporabi karbonatnega pufra s pH 
10. Ob primerjanju napetosti in koncentracij pufra je ločba enako uspešna pri vseh 
vrednostih, zaradi česar je bila uporabljena 50 mM koncentracija in napetost 30 kV, saj 
je bil takrat čas trajanja ločbe najkrajši. Ponovljivost metode je za migracijske čase dobra, 
za površine vrhov pa slabše izražena. Ponovljivost se slabša z višanjem migracijskih 
časov. Za izboljšanje bi se bilo potrebno še posvetiti kondicioniranju kapilare. V 
nadaljevanju sem z metodo linearne regresije sem izračunala mejo zaznavnosti in mejo 
določitve, čigar vrednosti so bile višje kot predvidene, saj je metoda sicer uporabna za 
zelo nizke koncentracije. Za vsako posamezno kislino sem naredila svojo umeritveno 
premico s kvadratom korelacijskih faktorjev (R2) nad vrednostjo 0,99. Pri izračunu 
obogatitvenega faktorja za mikroekstrakcijo z votlimi vlakni sem dobila zelo različne 
vrednosti med koncentracijama pripravljenih standardov. Vrhovi so bili najbolje ločeni v 
primeru obogatenega vzorca in vzorca s standardnim dodatkom, pri samem realnem 
vzorcu pa ni bilo zaznanih nobenih elektroforetskih vrhov. To je posledica visoke meje 
zaznave razvite metode. Z obogatenim vzorcem sem ugotovila, da z mikroekstrakcijo z 
votlimi vlakni ne povrnemo celotne koncentracije, zato ta metoda ni najbolj občutljiva. 
Zaradi nepridobljenih podatkov o količini kislin v vzorcu izračun končne koncentracije 
fenolnih kislin v aerosolnih delcih ni bil možen. Za uspešno določanje kislin v vzorcu bi 
bilo potrebno še optimizirati metodo same obdelave vzorca in uporabiti bolj občutljivo 
detekcijo.  
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